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摘要 　海兔酸性多肽 ( Aplysia acidic peptide ,AAP) 和海兔胰岛素 Cβ ( Aplysia Insulin Cβ ,AI Cβ) 的一
级结构分别由 27 和 15 个氨基酸残基组成 ,其中前者含有 6 个亮氨酸残基 (L) ,并组成 3 对 L2L
键 ,后者仅有 2 个亮氨酸残基 ,组成 1 对L2L 键。选用基质辅助激光解吸离子化飞行时间 (matrix2
assisted laser desorptionΠionization time of fight ,MALDI2TOF)质谱技术研究 AAP ,AI Cβ 和它们分解产
物的一级结构稳定性过程中 ,发现在弱酸性介质条件下 ,AAP 和 AI Cβ 的 L2L 酰氨键键能比 L2R
键能 (R 表示除了L 以外的氨基酸残基)更强 ,不易被分解。AI Cβ 和猪血管紧张肽 I(angiotensin I ,
AnI) 样品中均含有单电荷的多聚肽。随着多肽聚合数递增 ,多肽质谱峰的相对强度剧减。AI Cβ
在形成多聚肽过程中 ,发生释放 H+ 的现象。
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确地预测最终多肽产物[1～2 ] 。海兔 ( Aplysia)中枢神
经系统是目前神经信号传导和神经多肽结构研究
的经典模型之一。该系统主要有口腔神经节
(buccal ganglion) 、大脑神经节 (cerebral ganglion) 、腹
部神经节 (abdominal ganglion) 、胸膜和腹部连接管

















AI Cβ 由美国伊利诺依大学 Sweedler 实验室提供和
AnI 购 置 于 美 国 Simga 公 司。基 质 2 , 52
dihydroxybenzoic acid (DHB) 购置美国 ICN 生物医学
公司。
112 　方 　法
11211 　样品配制　粉状的 AAP 和 AI Cβ 用 pH 615
左右双重蒸馏水配制 ,猪血管紧张肽用甲醇配置。
这三种样品浓度标配为 1 ×10 - 4 molΠL。
11212 　基质和样品配制 　分析多肽所需的基质选
用瑞士生物技术公司生产的 2 , 52羟基苯甲酸
(DHB) ,并用二次重蒸水搅拌溶解 30min ,配制成
DHB 饱和水溶液。样品和基质溶液事先混合 30s ,
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LLKAISNLLD , 其中含有 3 对 LL 键 , 分子量为
2960128Da。在偏微弱酸 (pH 615) 条件下 ,带单电
荷的 AAP 以 [M + H] + 方式显示了相对强度较高的
质谱峰 ,质荷比为 2961128 ,而带双电荷 AAP ,以
[M + H]
2 + 方式显示出相对强度较弱的质谱峰 ,质
荷比为 1481189 (理论值 1480164mΠz 图 1) 。此外 ,
从图 1 中还显示一些相对强度较弱的质谱峰 ,推测
这些质谱峰可能来自于 AAP 合成过程中的中间产
物或在微弱酸性条件下 ,AAP 分解产物的碎片。根
据这些碎片峰所对应的质荷比值 ,并选用 Paws 软
件进行 AAP 及分解产物的一级结构分析 (下同) ,
其结果见表 1。
图 1 　AAP和它的分解产物质谱图
从表 1 中可看出 ,AAP 由 27 个氨基酸残基组
成 ,其中三个 LL 键占 26 个酰氨键键数的 1115 %。
其他不同多肽混合物中的一级结构中也均含有 1
～3 个 L2L 键结构。因而推测 ,在合成 AAP 过程
中 ,AAP 中间产物的L2L 肽键显得比其他氨基酸之
间的酰氨键更为稳定。此外 ,表 1 所列出 6 个短肽
一级结构中有 4 个短肽N 端或 C端含有L 残基 ,这











2961128 2961130 01001 SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLLD
284512 2847107 01066 SSGVSLLTSNKDEEQRELLKAISNLL
254219 2542161 01011 LLTSNKDEEQRELLKAIS NLLD
200212 2003142 01061 VSLLTSNKDEEQRELLK
154217 1543181 01072 EEQRELLKAISNL
126915 1271134 01144 RELLKAISNLL
212 　AI Cβ 一级结构和特征质谱特性
AI是目前所报道的胰岛素多肽中最大的一
条 ,其分子量为 9146Da[1 ] 。AI 激素 (prohormone) 含
有两肽位于 A 和 B 链之间 ,可分为 Cα 和 Cβ。从 AI
激素中分离出的 AI Cβ ,仅有 15 个氨基酸残基组
成 ,一级结构为 DTENVNDKLRG ILLN ,分子量为
171319Da ,含有一对 L2L 键。从图 2 主峰 [ mΠz :
1714191 ,(M + H) ]右侧中可看出 ,AI Cβ 的特征质
谱峰与 AAP 不同之处在于含有多种不同的聚合
态 ,即以单肽、双聚肽和三聚肽方式出现 ,其质荷比
分别 为 1714191 , 3425127 和 5133132 , 不 遵 循
[M + H] + 、[ 2M + H ] + 和 [ 3M + H ] + 规律 , 却以
[M + H] + 、[2M - 2H] + 和 [ 3M - 9H] + 方式显示出
各自的质谱峰。这一反常现象说明了 ,在自然界
中 ,部分多肽由于受特殊结构限制 ,使在形成多聚
肽时 ,不遵循简单 A + B = A - B 反应模式 ,有时需
要释放若干 H+ ,甚至有机小基团 ,以求得多聚肽的
稳定性。AI Cβ 在形成二聚或三聚肽时 ,由于肽与
肽之间的相互诱导 ,使多肽化合物裸露结合基团
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(1) AI Cβ主峰的右侧峰
(2) AI Cβ主峰的左侧峰
图 2 　AI Cβ 和它的多聚体的质谱图








171319 1714191 01059 DTENVNDKLRGILLN
159918 1601119 01131 DTENVNDKLRGILL
159818 1601119 01149 TENVNDKLRGILLN
136816 1369117 01041 NVNDKLRGILLN
126013 1260182 01032 DTENVDKLRG
114113 1143142 01185 NDKLRGILL
从图 2 主峰 (mΠz ,1714191) 的左侧中可看出有
许多 AI Cβ 分解的碎片峰。通过 AI Cβ 一级结构分
析后 ,发现质荷比为 1601119 ,1369117 ,1260182 和
1143142 与 AI Cβ 中 DTENVNDKLRGILLN 一级结构
某些氨基酸序列片段的分子量相符 ,这说明这些碎
片分子离子峰是来自 AI Cβ 的分解产物或被其他
多肽内切酶所降解的产物 (表 2) 。此外 ,从表 2 中 ,
还可以看出 ,这 5 个 AI Cβ 碎片产物中有 4 个片段
的一级结构含有 L2L 键 ,两个片段含 L2R 断裂键 ,
这说明了 AI Cβ 中的 L2L 键也表现出稳定结构特
性 ,而 L2R 键呈现不稳定状态 ,易分解 ,它与 AAP
的L2R 酰氨键的稳定特点很相似。
312 　An Ⅰ一级结构和特征质谱特性
An Ⅰ短肽的一级结构由 10 个氨基酸残基组
成 ,即 DRVYIHPFHL ,分子量为 129615Da ,它的分解
产物见表 3。An Ⅰ结构特征与AAP 和AI Cβ 不同之
处在于该短肽不含有 L2L 结构。从图 3 主峰右侧
可看出 ,An Ⅰ类似 AI Cβ ,呈多聚肽的结构状态 ,即
以单态 ,双聚肽 ,三聚肽和四聚肽形式出现 ,并以
[M]
+ 、[2M] + 、[ 3M] + 和 [ 4M] + 方式显示出各自特
征质谱峰 ,其质荷比值分别位于 129615 ,2593138 ,
388915 和 5186 处。虽然质谱峰高低所对应只是相
对强度百分比 ,无法进行定量分析 ,但在适当控制
条件下 ,从峰的相对强度高低还是能反映出混合物
之间的量差别和灵敏度不同。从图 3 中可看出 ,随
着聚合肽数从单肽 ( [M+ ]) 上升到四聚肽 ( [ 4M+ ])
时 ,所反映的质谱相对强度从表观 100 %剧减到




中飞行时 ,其质量数越大 ,所需的飞行时间越长 ,其
被检测的灵敏度越低。从图 3 主峰左侧显示的质
谱峰和表 3 结果还可看出 ,An Ⅰ中L2R 结构与 AAP
和 AI Cβ 结构中的 L2R 结构特性很相似 ,表现出相
对不稳定 ,易分解特性 (表 1～2) 。








129615 1296169 01084 DRVYIHPFHL
118313 1184117 01073 DRVYIHPFH
确定细胞中多肽组成和结构是一项难度较大
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(1) AI Cβ主峰的右侧峰
(2) AI Cβ主峰的左侧峰

























[ XM + H] + 规律 ,例如 An Ⅰ多聚肽。反之 ,如果通
过双电层或特定化学基团相互作用形成的多聚肽 ,
很可能发生质子丢失现象 ,例如 ,AI Cβ 多聚肽 ,它
的质谱特征不遵循[ XM + H] + 规律。
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Studies on Primary Structure Characteristics of Polypeptides by
a Technology of MALDI2TOF Mass Spectrometry
Huang Heqing
1 　Kim Wonsunk2 　Miao Hai2
(1 Department of Biology Schools of Life Sciences Xiamen University 　Xiamen 　361005)
(2 Department of Chemistry and Beckman Institute University of Illinois 　　Urbana 　IL 61801 USA)
Abstract 　Primary structures both Aplysia acidic peptide (AAP) and Aplysia insulin Cβ (AI Cβ) consisted of 27
and 15 residues of amino acid respectively. The front polypeptide had six leucine (L) residues that consisted of three
pairs with L2L bond ,and later one had two leucine residues that consisted of one pair with L2L bond. Stability between
AAP ,AI Cβ and their decomposed produces had been studied by matrix2assisted laser desorptionΠionization time of fight
(MALDI2TOF) mass spectrometry under the medium condition with weak acidity. Moreover ,the experimental results
were found that the energy of amide bond of L2L was stronger than that of L2R (R shown all amino acid residues except
L) ,which were decomposed hardly. AICβ and Angiotensin I (AnI) were the polypeptides with single charge. With the
numbers of polypeptide increment ,the relative intensity of the mass spectrometry peaks of the polypeptide decreased
acutely. AICβ released H
+
while it formed the polypeptides.
Key words 　MALDI2TOF Mass spectrometry 　Peptide 　Primary structure 　Aplysia 　Insulin 　Acid peptide
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